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　　［摘要］　目的　探究 ＤＮＡ解旋酶 ＰＩＦ１在卵巢癌细胞增殖和 ＤＮＡ损伤中的作用及机制。
方法　通过基因表达谱交互式分析平台（ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＰｒｏｆｉｌｉｎｇＩｎｔｅｒａｃｔｉｖｅＡｎａｌｙｓｉｓ，ＧＥＰＩＡ）和
ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒＰｌｏｔｔｅｒ公共数据库分析 ＰＩＦ１基因在正常卵巢组织和卵巢癌组织中的相对表达量，以及
ＰＩＦ１表达量和卵巢癌患者总生存率的关系。通过ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术建立ＰＩＦ１敲除的卵巢癌
细胞。构建Ｒａｄ５１重组酶（Ｒａｄ５１ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ，Ｒａｄ５１）过表达的反转录病毒载体，进行 ＰＩＦ１敲除的
ＥＳ２卵巢癌细胞转染。采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ评估 ＰＩＦ１敲除和 Ｒａｄ５１过表达的效果；通过细胞计数、克隆
形成实验和ＣＣＫ８评估细胞的增殖能力。选取３２只６～８周龄ＢＡＬＢ／ｃ雌性裸鼠（体质量２０～２５ｇ），按
随机数字表法分为４组（ｎ＝８）：ＥＳ２对照组、ＥＳ２敲除组、ＯＶＣＡＲ３对照组和 ＯＶＣＡＲ３敲除组，建立
小鼠荷瘤模型评估卵巢癌细胞在体内的增殖能力。通过流式细胞术评估细胞的凋亡率和细胞周期；采

用β半乳糖苷酶活性检测评估卵巢癌细胞的衰老情况。应用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫荧光检测磷酸化组蛋
白Ｈ２ＡＸ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｈｉｓｔｏｎｅＨ２ＡＸ，γＨ２ＡＸ）的变化，评估ＰＩＦ１敲除以及过表达 Ｒａｄ５１对 ＤＮＡ损
伤的影响，并检测ＰＩＦ１和Ｒａｄ５１在卵巢癌细胞中的定位。结果　公共数据库分析结果显示，ＰＩＦ１过表
达与患者的总体生存率呈负相关（Ｐ＜０．００１）；且相比较正常卵巢组织，ＰＩＦ１在卵巢癌组织中过表达
（Ｐ＜０．０５）。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术介导的 ＰＩＦ１敲除可显著抑制卵巢癌细胞的增殖（Ｐ＜０．０１）和克隆能力
（Ｐ＜０．００１），且在小鼠体内也得到验证（Ｐ＜０．０５）。流式细胞术显示，ＰＩＦ１敲除促进卵巢癌细胞凋亡
（Ｐ＜０．０１），阻滞细胞周期（Ｐ＜０．０１）。此外，β半乳糖苷酶活性检测结果显示，ＰＩＦ１敲除促进卵巢癌细
胞衰老（Ｐ＜０．００１）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＣＣＫ８结果进一步显示，ＰＩＦ１敲除促进卵巢癌细胞γＨ２ＡＸ蛋白表
达增加（Ｐ＜０．０５），并且抑制顺铂处理后的卵巢癌细胞的增殖能力（Ｐ＜０．０５）。在ＰＩＦ１敲除的卵巢癌细
胞中，Ｒａｄ５１表达减少。而在ＰＩＦ１缺失的细胞中过表达 Ｒａｄ５１蛋白后 ＰＩＦ１表达增加，γＨ２ＡＸ蛋白表
达减少 （Ｐ＜０．０５），并且挽救细胞增殖（Ｐ＜０．０１）。免疫荧光显示，ＥＧＦＰＰＩＦ１和 Ｒａｄ５１在细胞核内共
定位。结论　ＰＩＦ１和Ｒａｄ５１共同调控卵巢癌细胞的ＤＮＡ损伤和细胞增殖。
　　［关键词］　卵巢癌；ＰＩＦ１；ＤＮＡ损伤；抗药性；Ｒａｄ５１重组酶
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８ｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．Ａｍｏｕｓｅｘｅｎｏｇｒａｆｔｍｏｄｅｌｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｔｏａｓｓｅｓｓｔｈｅｉｎｖｉｖｏｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｃａｐａｃｉｔｙｏｆ
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｄｉｍｉｎｉｓｈｅｄ．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲａｄ５１ｉｎＰＩＦ１ｄｅｆｉｃｉｅｎｔｃｅｌｌｓｒｅｓｔｏｒｅｄＰＩＦ１
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｄｅｃｒｅａｓｅｄγＨ２ＡＸｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｒｅｓｃｕｅｄｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０１）．
ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｈａｔＥＧＦＰＰＩＦ１ａｎｄＲａｄ５１ｗｅｒｅ ｃｏｌｏｃａｌｉｚｅｄｉｎｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＰＩＦ１ａｎｄＲａｄ５１ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅｌｙｒｅｇｕｌａｔｅＤＮＡｄａｍａｇｅａｎｄｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｏｖａｒｉａｎｃａｎｓｅｒ；ＰＩＦ１；ＤＮＡｄａｍａｇｅ；ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；Ｒａｄ５１ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３１８７１４０２），ｔｈｅＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＺｈｅｊｉａｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ
（ＬＧＤ２２Ｈ０３０００４），ａｎｄｔｈｅＰｉｏｎｅｅｒＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＴｅａｍＰｒｏｊｅｃｔｏｆＩｎｎｏｖａｔｉｖｅＪｉａｘｉｎｇ·ＴａｌｅｎｔＳｕｐｐｏｒｔＰｌａｎ（２０２１０８）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＰＡＮＷｅｉｗｅｉ，
Ｅｍａｉｌ：ｗｗｐａｎ＠ｍａｉｌ．ｚｊｘｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　卵巢癌是常见的妇科恶性肿瘤，早期无特异症状
且缺乏有效筛查的方法［１］，因此，卵巢癌的发病率和

病死率居高不下。根据世界卫生组织的数据，２０２２年
全球约有３２４６０３新发病例和２０６９５６死亡病例。卵
巢癌的传统治疗方法包括手术干预和辅助化疗，化疗

通常使用含铂药物（如卡铂）和紫杉醇类药物（如紫杉

醇）。然而，卵巢癌治疗过程中出现的药物耐药性常

限制各种治疗方法的疗效。耐药产生的原因较多，包

括药物外排蛋白介导的细胞内药物积累的减少、凋亡

途径的改变、ＤＮＡ修复能力的增强，以及肿瘤干细胞
的诱导作用等［２］，其中ＤＮＡ损伤修复能力增强可能是
主要原因［３－４］。因此，许多研究将 ＤＮＡ修复缺陷作为
治疗卵巢癌的关键靶点［５］。

　　ＤＮＡ解旋酶 ＰＩＦ１是解旋酶超家族 １的成员，沿
单链ＤＮＡ从５′３′方向解旋双链 ＤＮＡ［６］，具有促进复
制叉进展的作用［７］。此外，ＰＩＦ１促进冈崎片段的合
成［８］，在维持线粒体基因组稳定性［９］和 ＤＮＡ损伤修
复中起关键作用。ＰＩＦ１参与断裂诱导复制［７］和 ＤＮＡ
双链断裂的同源重组修复过程，并通过与乳腺癌１号
基因（ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ１，ＢＲＣＡ１）相互作用，以增强 Ｇ４
链体结构的去除［１０］。ＰＩＦ１在多种生物体中调控端粒
酶活性［１１－１３］。在人体中，ＰＩＦ１与端粒酶反转录酶的相
互作用促进了宫颈癌细胞的增殖［１４］。ＰＩＦ１在多种癌
症中表达上调，如肾透明细胞癌［１５］和胰腺癌［１６］。并

且，ＰＩＦ１低表达与神经母细胞瘤患者的良好预后相
关［１７］。ＰＩＦ１敲低促进肺腺癌中的铁死亡［１８］，其缺失

８０７２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



显著增加了肿瘤细胞对许多化疗药物的敏感性［１６，１９－２０］。

因此，我们推测，ＰＩＦ１在卵巢癌中可能起着重要作用，
或可作为潜在的化疗靶点。但 ＰＩＦ１在卵巢癌增殖及
耐药中的作用尚不明确，因此，本研究探讨 ＰＩＦ１对卵
巢癌细胞增殖和顺铂耐药的影响及其调控机制，以及

ＰＩＦ１与构建 Ｒａｄ５１重组酶 （Ｒａｄ５１ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ，
Ｒａｄ５１）之间的相互作用，旨在揭示 ＰＩＦ１在卵巢癌细
胞增殖和ＤＮＡ损伤修复中的作用，为开发新的卵巢癌
治疗策略提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　实验动物
　　将３２只６～８周龄ＢＡＬＢ／ｃ雌性裸鼠，体质量２０～
２５ｇ，按随机数字表法分为４组（ｎ＝８）：ＥＳ２对照组、
ＥＳ２敲除组、ＯＶＣＡＲ３对照组和 ＯＶＣＡＲ３敲除组。
所有裸鼠购自中国江苏集萃药康生物科技公司，按照

国家动物福利条例饲养在 ＳＰＦ级动物房中，实验操作
严格遵循《国际动物实验指南》，并得到了嘉兴大学医

学院实验动物伦理委员会的伦理批准（ＪＵＭＣ２０２０
０６９）。乙醚麻醉小鼠后，皮下注射卵巢癌细胞（单次
注射５×１０６个细胞）至小鼠右侧背部为对照组，皮下
注射敲除 ＰＩＦ１的卵巢癌细胞（单次注射 ５×１０６个细
胞）至小鼠右侧背部为敲除组。使用游标卡尺每２天
测量１次肿瘤体积。当肿瘤直径超过１５ｍｍ时，通过
麻醉后，以颈椎脱臼法处死小鼠。

１．２　实验材料
　　人卵巢癌组织芯片购自中国桂林泛谱有限公司，
芯片 详 细 信 息 见 Ｐａｎｔｏｍｉｃｓ网 站 （ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．
ｐａｎｔｏｍｉｃｓ．ｃｏｍ／ｔｉｓｓｕｅａｒｒａｙｓｐｒｏｄｕｃｔ／ｏｖｃ１０２１）；于 ２０２０
年５月至２０２３年５月在嘉兴大学附属医院妇科采集
７例浆液性卵巢癌组织［年龄（５４．９±１２．３）岁］和３例
癌旁组织［年龄（５２．７±１２．２）岁］，其中，编号 ＮＴ１、
ＮＴ２、ＮＴ３为癌旁组织，编号ＣＴ１、ＣＴ２、ＣＴ３、ＣＴ４、
ＣＴ５、ＣＴ６、ＣＴ７为浆液性卵巢癌组织（表１），研究方
案已由嘉兴大学附属医院伦理委员会批准（ＬＳ２０２０
１４８）；人类卵巢癌细胞系（Ａ２７８０、ＨＯ８９１０、ＥＳ２、
ＳＫＯＶ３和ＯＶＣＡＲ３）及人类胚胎肾细胞系（２９３Ｔ）均
购自美国标准生物品收藏中心；人类卵巢上皮细胞系

ＩＯＳＥ由浙江大学的范衡宇博士提供；ｓｉＲＮＡ由中国吉
玛基因生物公司合成；细胞周期蛋白 Ｂ１（ｃｙｃｌｉｎＢ１）、
Ｋｉ６７抗原（Ｋｉ６７ａｎｔｉｇｅｎ，Ｋｉ６７）、周期素依赖激酶抑
制剂ｐ２１（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｐ２１，ｐ２１）、
周期素依赖激酶抑制剂 ｐ２７（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｐ２７，ｐ２７）、聚ＡＤＰ核糖聚合酶类（ｐｏｌｙＡＤＰ
ｒｉｂｏｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ＰＡＲＰ）、ｐＣｈｋ１（Ｓｅｒ３１７）、增殖细胞

核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）、磷酸
化 组 蛋 白 Ｈ２ＡＸ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈ２ＡＸ，
γＨ２ＡＸ）、周期检测点激酶 ２（ｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔｋｉｎａｓｅ２，
Ｃｈｋ２）、周期检测点激酶 １（ｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔｋｉｎａｓｅ１，
Ｃｈｋ１）、共济失调性毛细血管扩张突变蛋白质类
（ａｔａｘｉａｔｅｌａｎｇｉｅｃｔａｓｉａｍｕｔａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＡＴＭ）、Ｈ２ＡＸ、
溴脱氧尿苷 （ｂｒｏｍｏｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ，ＢｒｄＵ）和 ｐＡＴＭ
（Ｓｅｒ１９８１）抗体购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公
司；ＰＩＦ１、Ｒａｄ５１、ｐＣｈｋ２（Ｔｈｒ６８）和乳腺癌 ２号基因
（ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ２，ＢＲＣＡ２）抗体购自英国 Ａｂｃａｍ公司；
ＧＡＰＤＨ和βａｃｔｉｎ抗体购自中国ＢＩＯＫＥＲ公司；纤溶酶
原激活物抑制因子１（ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１，
ＰＡＩ１）和层粘连蛋白 Ｂ１（ｌａｍｉｎＢ１）抗体购自美国
Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司。
１．３　细胞培养和ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术
　　细胞在１０％ＦＢＳ和１％青链霉素的 ＤＭＥＭ高糖
培养基中培养。通过 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术生成 ＰＩＦ１部
分缺失的卵巢癌细胞。中国上海生工生物公司合成靶

向人类ＰＩＦ１的向导ＲＮＡ。使用慢病毒介导的转染法
将质粒导入ＥＳ２和ＯＶＣＡＲ３卵巢癌细胞。转染２４ｈ
后，用２μｇ／ｍＬ的嘌呤霉素处理细胞 ３ｄ。在转染后
的ＥＳ２和ＯＶＣＡＲ３卵巢癌细胞中各筛选 ２个 ＰＩＦ１
部分敲除的克隆，分别命名为ＥＳ２敲除１、ＥＳ２敲除
２、ＯＶＣＡＲ３敲除１和ＯＶＣＡＲ３敲除２，未敲除ＰＩＦ１的
卵巢癌细胞作为对照，使用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证敲除效率。

表１　临床病例的基本信息 ［珋ｘ±ｓ，例（％）］

指标 浆液性卵巢癌组（ｎ＝７）
年龄／岁 ５４．９±１２．３
病理分级

　Ⅰ ２（２８．６）
　Ⅱ １（１４．３）
　Ⅱ～Ⅲ ３（４２．９）
　Ⅲ １（１４．３）
Ｔ分期
　Ｔ１ ３（４２．９）
　Ｔ２ ３（４２．９）
　Ｔ３ １（１４．３）
Ｎ分期
　Ｎ０ ７（１００．０）
　Ｎ１ ０（０）
Ｍ分期
　Ｍ０ ７（１００．０）
　Ｍ１ ０

１．４　细胞计数和克隆形成实验
　　将细胞以每孔１×１０５个细胞的密度接种在６孔板
中。种板后的 ２４、４８和 ７２ｈ对每孔细胞计数 ３次。

９０７２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２４）



在克隆形成实验中，６孔板各孔中加入１．５ｍＬ的下层
琼脂（浓度为 ０．５％）和 １．５ｍＬ的上层琼脂（浓度为
０．３５％），每孔接种２５００个细胞，每 ２天换 １次培养
基。细胞培养 ２１ｄ后，使用溶于 ＰＢＳ的结晶紫溶液
（浓度为０．５％）染色以定量分析克隆数。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验
　　Ｗｅｓｔｅｒｎ和ＩＰ裂解缓冲液裂解细胞，裂解产物以
４℃、１２０００×ｇ离心２０ｍｉｎ，通过ＢＣＡ试剂盒（中国碧
云天公司）测定蛋白浓度。蛋白质在 ９５℃下变性
５ｍｉｎ。随后，使用ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶分离２０μｇ的蛋白
样品，然后凝胶上的蛋白转移到 ＰＶＤＦ膜上。膜在室
温下用５％牛奶封闭 １ｈ，孵育一抗于 ４℃过夜（除
ＰＩＦ１抗体浓度为 １∶１０００外，其余一抗浓度均为
１∶２０００），然后在室温下用辣根过氧化物酶偶联的二
抗孵育１ｈ（浓度１∶５０００）。ＰＶＤＦ膜使用 ＥＣＬ化学
发光液后曝光成像，使用ＩｍａｇｅＪ软件进行灰度分析。
１．６　免疫组化实验
　　组织被保存在４％的多聚甲醛溶液中过夜。固定
后，组织用浓度梯度增加的乙醇进行脱水处理。使用

二甲苯替换乙醇，最后将组织包埋在石蜡中。石蜡包

埋的组织块被切成５μｍ厚的切片。脱蜡后的切片在
０．３％的过氧化氢中处理１０ｍｉｎ以抑制内源性过氧化
物酶活性。抗原修复使用 ｐＨ值为６．０的１０ｍｍｏｌ／Ｌ
柠檬酸钠缓冲液孵育１５ｍｉｎ。切片分别在４℃下过夜
孵育ＰＩＦ１（浓度１∶１５０）、γＨ２ＡＸ（浓度１∶４００）、ＢｒｄＵ
（浓度１∶２００）和Ｒａｄ５１（浓度１∶１２５）一抗。生物素标
记和过氧化物酶偶联的二抗（浓度 １∶２００）孵育切片
３０ｍｉｎ。使用 ＶｅｃｔａｓｔａｉｎＡＢＣ试剂盒和 ３，３’二氨基
联苯胺过氧化物酶底物试剂盒对切片进行染色。

１．７　ＢｒｄＵ标记实验
　　配制３０ｍｇ／ｍＬ的ＢｒｄＵ无菌溶液（溶于无菌水），对
裸鼠进行腹腔注射（注射浓度为１００ｍｇ／ｋｇ），１ｈ后麻
醉裸鼠，以颈椎脱臼法处死，取出待检测的组织进行后

续的免疫组化实验。

１．８　卵巢癌组织芯片分析　
　　对人卵巢癌组织芯片进行免疫组化分析以评估
ＰＩＦ１表达（ＰＩＦ１蛋白表达得分＝阳性细胞比例×染色
强度）。阳性细胞比例的评分标准：０分表示无阳性细
胞，１分表示 ０％～２５％的阳性细胞，２分表示＞２５％～
５０％的阳性细胞，３分表示＞５０％～７５％的阳性细胞，
４分表示＞７５％～１００％的阳性细胞。染色强度的评分
为：０分表示无染色，１分表示弱染色，２分表示中等染
色，３分表示强染色。根据上述条件计算得到的最终
分数分为４个等级：０分为无表达，１～３分为弱表达，
４～７分为中等表达，８～１２分为高表达。

１．９　ＲＴｑＰＣＲ实验
　　收集细胞后使用ＴＲＩｚｏｌ试剂提取总ＲＮＡ，然后使
用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ试剂盒（日本 ＴａＫａＲａ公司）反转录
ＲＮＡ为ｃＤＮＡ，最后使用 ＴＢＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒
（日本 ＴａＫａＲａ公司）在 Ｒｅａｌｐｌｅｘ２ＰＣＲ设备（德国
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）上进行 ＲＴｑＰＣＲ。以 ＧＡＰＤＨ作为管
家基因使用２△△Ｃｔ法计算ｐ５３、ＭＤＭ２和Ｒａｄ５１ｍＲＮＡ
的相对表达，引物由中国上海生工生物公司合成。

１．１０　流式细胞术
　　对于细胞凋亡检测，收集 １×１０６个细胞，细胞和
ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶ凋亡检测试剂在暗处共同孵育１５ｍｉｎ，
然后使用流式细胞仪分析细胞的凋亡率。对于细胞周

期分析，收集１×１０６个细胞，并在４℃下用７０％乙醇孵
育过夜。随后，细胞通过离心后弃上清，并用 ＰＢＳ洗
涤２次。之后，将细胞置于 ５００μＬＰＩ／ＲＮａｓｅ染色缓
冲液中，在３７℃避光孵育３０ｍｉｎ，然后使用流式细胞
仪进行分析，数据分析使用ＭｏｄＦｉｔ软件。
１．１１　衰老相关β半乳糖苷酶活性的检测
　　细胞分别以１×１０５个／孔接种在１２孔板中过夜培
养。细胞贴壁后用ＰＢＳ洗涤细胞，按照β半乳糖苷酶
染色试剂盒（中国碧云天公司）的说明书，使用衰老试

剂染色。使用倒置显微镜获取图像，计算这些区域内

染成蓝色的衰老细胞数量，其占总体细胞数的比例为

衰老率。

１．１２　免疫荧光和共定位实验
　　为进行免疫荧光分析，细胞以５×１０４个／孔接种在
２４孔板中。ＰＢＳ洗涤细胞后，用４％多聚甲醛孵育３０ｍｉｎ
固定细胞。再用 ５％牛血清白蛋白溶液封闭 １ｈ。
γＨ２ＡＸ（浓度 １∶２００）、Ｋｉ６７（浓度 １∶４００）和 Ｒａｄ５１
（浓度１∶８０）抗体在 ４℃下孵育过夜。洗涤后，与
Ａｌｅｘａ４８８或Ａｌｅｘａ５９４偶联的二抗（浓度１∶２００）在室温
孵育１ｈ，并用ＤＡＰＩ染色细胞核。为了进行免疫荧光
共定位分析，将携带增强型绿色荧光蛋白（ｅｎｈａｎｃｅｄ
ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）的 ＰＩＦ１质粒和 ＥＧＦＰ
空载体分别转染到细胞中。孵育３６ｈ后，按照上述方
法固定细胞并用ＤＡＰＩ染色。使用激光共聚焦扫描显
微镜采集数字图像，应用ＩｍａｇｅＪ软件进行定量分析。
１．１３　Ｒａｄ５１过表达细胞的构建
　　使用特定引物从卵巢癌细胞系 ＥＳ２中克隆的人
Ｒａｄ５１ｃＤＮＡ插入ｐＱＣＸＩＨ空载体，并由中国上海生工
生物公司测序验证。为构建 Ｒａｄ５１过表达细胞，将
２９３Ｔ细胞分别与 ｐＱＣＸＩＨ空载体或 ｐＱＣＸＩＨＲａｄ５１、
ＲｅｔｒｏＶＳＶＧ和ＲｅｔｒｏＧＰＥ质粒共同使用ＰｏｌｙＪｅｔＴＭ转染
试剂在无血清培养基中转染。４８ｈ后，收集反转录病
毒上清液，加入５μｇ／ｍＬＰｏｌｙｂｒｅｎｅ，经孔径为０．４５μｍ

０１７２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



的过滤器过滤后，用于感染 ＰＩＦ１部分缺失的 ＥＳ２细
胞。感染４８ｈ后，用２００μｇ／ｍＬ潮霉素培养基筛选细
胞３ｄ。Ｒａｄ５１过表达的卵巢癌细胞为过表达组，通过
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测过表达效果。
１．１４　ＣＣＫ８检测
　　将３０００个细胞重悬于２００μＬ培养基中，接种至
９６孔板。细胞贴壁后，用梯度浓度顺铂处理２４ｈ。每
孔加入１０μＬＣＣＫ８试剂和１００μＬ培养基，在培养箱
内孵育１～４ｈ，４５０ｎｍ波长下测光密度值［Ｄ（４５０）］。
１．１５　数据库分析
　　使用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒｐｌｏｔｔｅｒ数据库 （ｈｔｔｐ：／／ｋｍｐｌｏｔ．
ｃｏｍ／ａｎａｌｙｓｉｓ）在线分析卵巢癌患者中 ＰＩＦ１ｍＲＮＡ表
达与生存率的关系，结果以风险比（ｈａｚａｒｄｒａｔｉｏ，ＨＲ）
和对数秩检验（ｌｏｇｒａｎｋｔｅｓｔ）Ｐ值表示。通过基因表达
谱交互式分析平台（ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＰｒｏｆｉｌｉｎｇＩｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ
Ａｎａｌｙｓｉｓ，ＧＥＰＩＡ）数据库 （ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ．ｃａｎｃｅｒｐｋｕ．
ｃｎ／）分析ＰＩＦ１基因在卵巢癌组织（ｎ＝４２６）与正常卵
巢组织（ｎ＝８８）中的相对表达量。使用ＵＡＬＣＡＮ数据
库 （ｈｔｔｐ：／／ｕａｌｃａｎ．ｐａｔｈ．ｕａｂ．ｅｄｕ／）分析 ＰＩＦ１基因在
病理分级Ⅲ级（ｎ＝２６２），病理分级Ⅱ级（ｎ＝３２）和病
理分级Ⅰ级（ｎ＝１）的卵巢癌组织中的相对表达量。
１．１６　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，非正态分布的数据采用非参数
检验分析。多组比较采用单因素方差分析，两组比较

采用独立样本 ｔ检验。使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０软件
统计分析，Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＰＩＦ１的过表达与卵巢癌的病理分级呈正相关，
并与总体生存率呈负相关

　　免疫组化检测 ＰＩＦ１在人卵巢癌组织芯片中的表
达水平。结果显示，浆液性囊腺癌和子宫内膜样癌中

ＰＩＦ１的表达显著高于正常卵巢组织中 ＰＩＦ１的表达
（Ｐ＜０．０５，图１Ａ）。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ分析显示，ＰＩＦ１高表
达与患者总体生存率和预后呈负相关 （Ｐ＜０．０５，图１Ｂ）。
ＧＥＰＩＡ数据库分析结果显示，卵巢癌组织中 ＰＩＦ１表
达相对于正常组织显著上调（Ｐ＜０．０５，图１Ｃ）。此外，
ＵＡＬＣＡＮ数据库结果发现，随着卵巢癌病理分级增加，
ＰＩＦ１表达量也增多（Ｐ＜０．００１，图 １Ｄ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测进一步验证了卵巢癌组织中 ＰＩＦ１表达量明显高
于卵巢癌癌旁组织（图１Ｅ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显
示，人卵巢癌细胞系（ＳＫＯＶ３、Ａ２７８０、ＯＶＣＡＲ３和
ＥＳ２）中ＰＩＦ１的表达量明显高于人类卵巢上皮细胞
ＩＯＳＥ中ＰＩＦ１的表达量（图１Ｆ）。此外，免疫荧光分析
显示，ＥＧＦＰＰＩＦ１定位于卵巢癌细胞核中（图 １Ｇ）。
以上结果提示，ＰＩＦ１在人卵巢癌组织和卵巢癌细胞中
高度表达，并且其表达水平与卵巢癌病理分级和患者

生存率密切相关。
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Ａ：ＰＩＦ１在人卵巢癌组织芯片中的免疫组化得分等级　１：正常卵巢；２：良性腺瘤；３：浆液性囊腺癌；４：黏液性囊腺癌；５：子宫内
膜样癌；６：透明细胞癌；ａ：Ｐ＜０．０５，与正常卵巢组比较；Ｂ：ＰＩＦ１基因高表达组与ＰＩＦ１基因低表达组的总生存率、预后生存率比
较；Ｃ：ＧＥＰＩＡ数据库分析ＰＩＦ１基因在正常卵巢组织和卵巢癌组织中的相对表达量　ａ：Ｐ＜０．０５，与卵巢癌组织比较；Ｄ：ＵＡＬＣＡＮ
数据库分析ＰＩＦ１与卵巢癌病理分级的相关性　ａ：Ｐ＜０．００１，与病理分级Ⅱ级比较；Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测临床卵巢癌组织和癌
旁组织中ＰＩＦ１蛋白的表达；Ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测人类卵巢癌细胞和人类卵巢上皮细胞中 ＰＩＦ１蛋白的表达　１：ＩＯＳＥ；
２：ＳＫＯＶ３；３：Ａ２７８０；４：ＥＳ２；５：ＨＯ８９１０；６：ＯＶＣＡＲ３

图１　ＰＩＦ１在卵巢癌组织和细胞中的表达水平
（图１Ｇ续下页）

１１７２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２４）
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Ｇ：免疫荧光检测ＥＧＦＰＰＩＦ１在人类卵巢癌细胞中的定位 蓝色：细胞核，绿色：ＥＧＦＰ或ＥＧＦＰＰＩＦ１

续图１　ＰＩＦ１在卵巢癌组织和细胞中的表达水平
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ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．００１
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组卵巢癌细胞中ＰＩＦ１敲除效果；Ｂ：细胞计数实验检测各组卵巢癌细胞的增殖能力；Ｃ：克隆形成实验
检测各组卵巢癌细胞的增殖能力

图２ＰＩＦ１对卵巢癌细胞增殖的影响

２．２　敲除ＰＩＦ１抑制卵巢癌细胞的增殖和克隆形成
　　为研究 ＰＩＦ１对卵巢癌细胞增殖的影响，使用
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技 术 敲 除 卵 巢 癌 细 胞 系 ＥＳ２和
ＯＶＣＡＲ３中的ＰＩＦ１（图 ２Ａ）。实验结果表明，ＰＩＦ１敲
除明显抑制细胞增殖（Ｐ＜０．０１，图２Ｂ）和克隆形成（Ｐ＜
０．００１，图２Ｃ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫荧光检测发现，ＰＩＦ１

敲除下调 ＰＣＮＡ（图 ３Ａ）和 Ｋｉ６７的表达 （Ｐ＜０．０１，
图３Ｂ、Ｃ）。流式细胞术检测发现，细胞凋亡率增加（Ｐ＜
０．０１，图４Ａ），且 ＰＩＦ１敲除后 ＣｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ／ＰＡＲＰ表
达上调（Ｐ＜０．０１，图４Ｂ、Ｃ）。这些结果表明，ＰＩＦ１敲除
抑制卵巢癌细胞的增殖，并促进凋亡。

２１７２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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ａ：Ｐ＜０．０１
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组卵巢癌细胞中ＰＣＮＡ蛋白的表达；Ｂ、Ｃ：免疫荧光检测各组卵巢癌细胞中Ｋｉ６７蛋白的表达和定量分析

图３　ＰＩＦ１对卵巢癌细胞中增殖蛋白表达的影响
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ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．００１
Ａ：流式细胞术检测各组卵巢癌细胞的凋亡率；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组卵巢癌细胞中 ＣｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ和 ＰＡＲＰ蛋白的表达；
Ｃ：各组卵巢癌细胞中ＣｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ／ＰＡＲＰ蛋白相对表达的定量分析

图４　ＰＩＦ１对卵巢癌细胞凋亡的影响
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２．３　ＰＩＦ１敲除阻滞卵巢癌细胞周期和促进细胞衰老
　　通过流式细胞术检测发现，ＰＩＦ１敲除的卵巢癌
细胞 Ｇ２期被阻滞（Ｐ＜０．０１，图 ５Ａ），且 ｐ２１和 ｐ２７
的表达增高（图 ５Ｂ）。ＲＴｑＰＣＲ结果显示，ＰＩＦ１敲
除的卵巢癌细胞中抑癌基因 ｐ５３的转录上调（Ｐ＜
０．０５），而原癌基因 ＭＤＭ２的转录下调（Ｐ＜０．０１，图
５Ｃ）。β半乳糖苷酶活性检测结果显示，ＰＩＦ１敲除
促进细胞衰老（Ｐ＜０．００１，图６Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
显示，ＰＡＩ１的表达在 ＰＩＦ１敲除的卵巢癌细胞中明
显增加，而 ｌａｍｉｎＢ１的表达减少（Ｐ＜０．０５，图 ６Ｂ、
Ｃ）。这些结果表明，ＰＩＦ１敲除导致 Ｇ２期阻滞并促
进卵巢癌细胞衰老。

２．４　ＰＩＦ１缺失促进卵巢癌细胞 ＤＮＡ损伤
　　ＣＣＫ８检测显示，在同样浓度的顺铂处理后，相
比对照组 ＰＩＦ１敲除的卵巢癌细胞的增殖能力受到
抑制（Ｐ＜０．０５，图７Ａ），这表明ＰＩＦ１敲除增强了卵巢
癌细胞对顺铂的敏感性。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明，
ＰＩＦ１敲除促进 γＨ２ＡＸ、ｐＣｈｋ１（Ｓｅｒ３１７）和 ｐＣｈｋ２
（Ｔｈｒ６８）的表达上调，而磷酸化的 ＡＴＭ的表达水平
显著降低（Ｐ＜０．０５，图７Ｂ、Ｃ）。免疫荧光结果显示，相
比于对照组，ＰＩＦ１敲除的卵巢癌细胞中 γＨ２ＡＸ蛋白
表达更高（Ｐ＜０．０５），且在 １μｇ／ｍＬ浓度的顺铂给药
２４ｈ后，对照组和敲除组的 γＨ２ＡＸ蛋白表达差异增
加（图８）。这些结果表明 ＰＩＦ１缺失促进卵巢癌细胞
的ＤＮＡ损伤，从而增强细胞对顺铂的敏感性。
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２．５　ＰＩＦ１敲除抑制体内肿瘤生长
　　为了进一步验证 ＰＩＦ１蛋白影响体内卵巢癌细胞
增殖，构建了对照组和 ＰＩＦ１敲除组的卵巢癌细胞荷瘤
模型。敲除 ＰＩＦ１抑制卵巢癌细胞在裸鼠体内生长
（Ｐ＜０．０５，图９Ａ、Ｂ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫组化结果表

明，ＰＩＦ１敲除的肿瘤组织中 γＨ２ＡＸ、ＣｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ
和ｐ２１的表达增加，而ＢｒｄＵ、ＰＣＮＡ、ＰＡＲＰ和ｃｙｃｌｉｎＢ１
的表达降低（图 ９Ｃ、Ｄ）。这些发现提示敲除 ＰＩＦ１抑
制体内肿瘤细胞的增殖。
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图９　ＰＩＦ１敲除抑制裸鼠体内肿瘤形成
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２．６　ＰＩＦ１与Ｒａｄ５１蛋白相互作用调控卵巢癌细胞的
增殖和ＤＮＡ损伤

　　Ｒａｄ５１蛋白作为同源重组修复的关键蛋白，其表
达在 ＰＩＦ１敲除的卵巢癌细胞中明显降低 （图９Ｃ、Ｄ，
图１０Ａ）。为进一步验证 ＰＩＦ１和 Ｒａｄ５１之间的关系，
通过ｓｉＲＮＡ干扰 Ｒａｄ５１，结果表明 ｐＣｈｋ１（Ｓｅｒ３１７）表
达增加，并且 ＰＩＦ１表达减少（Ｐ＜０．０５，图 １０Ｂ～Ｄ）。
细胞计数实验表明，干扰 Ｒａｄ５１抑制卵巢癌细胞增殖
（Ｐ＜０．０１，图１０Ｅ），这一结果与ＰＩＦ１敲除抑制卵巢癌
细胞增殖一致。

　　为进一步探讨 ＰＩＦ１和 Ｒａｄ５１与卵巢癌细胞增殖
及ＤＮＡ损伤的关系，在 ＰＩＦ１敲除的卵巢癌细胞中过

表达了Ｒａｄ５１。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，Ｒａｄ５１蛋白过
表达后，与 ＥＳ２敲除２组比较，ＰＩＦ１蛋白表达增加，
而γＨ２ＡＸ和ｐＣｈｋ２（Ｔｈｒ６８）蛋白表达减少（Ｐ＜０．０５，
图１１Ａ、Ｂ）。免疫荧光实验和细胞计数实验进一步显
示，Ｒａｄ５１过表达能挽救因 ＰＩＦ１敲除引起的 ＤＮＡ损
伤（Ｐ＜０．０５，图 １１Ｃ、Ｄ），并恢复细胞增殖（Ｐ＜０．０１，
图１１Ｅ）。在过表达Ｒａｄ５１后，与ＥＳ２敲除２组比较，
ＢＲＣＡ２蛋白表达显著增加（Ｐ＜０．０１，图１１Ｆ）。免疫荧
光共定位显示，在卵巢癌细胞中，Ｒａｄ５１蛋白与 ＥＧＦＰ
ＰＩＦ１蛋白共定位（图 １１Ｇ）。这些结果表明，ＰＩＦ１和
Ｒａｄ５１协同调控卵巢癌细胞的增殖和ＤＮＡ损伤。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．００１
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组卵巢癌细胞中 Ｒａｄ５１蛋白的表达；Ｂ：ＲＴｑＰＣＲ检测 ＥＳ２卵巢癌细胞中 Ｒａｄ５１的干扰效率；
Ｃ、Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测干扰Ｒａｄ５１基因４８ｈ和７２ｈ后ＥＳ２和ＯＶＣＡＲ３卵巢癌细胞中ｐＣｈｋ１（Ｓｅｒ３１７）、ＰＩＦ１和Ｒａｄ５１蛋白的
表达和定量分析；Ｅ：细胞计数实验检测干扰Ｒａｄ５１和ＰＩＦ１敲除的卵巢癌细胞的增殖能力

图１０　干扰Ｒａｄ５１影响卵巢癌细胞增殖和ＤＮＡ损伤
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．００１
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组卵巢癌细胞中γＨ２ＡＸ，ｐＣｈｋ２（Ｔｈｒ６８），Ｒａｄ５１和ＰＩＦ１蛋白的表达；Ｂ：各组卵巢癌细胞中γＨ２ＡＸ，
ｐＣｈｋ２（Ｔｈｒ６８），Ｒａｄ５１和ＰＩＦ１蛋白相对表达的定量分析；Ｃ：免疫荧光检测各组卵巢癌细胞中γＨ２ＡＸ蛋白的表达；Ｄ：定量
分析各组卵巢癌细胞中γＨ２ＡＸ蛋白的相对表达；Ｅ：细胞计数实验检测各组卵巢癌细胞的增殖能力

图１１　ＰＩＦ１与Ｒａｄ５１共定位影响卵巢癌细胞增殖和ＤＮＡ损伤

（图１１Ｆ、Ｇ续下页）

９１７２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２４）
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．００１
Ｆ：各组卵巢癌细胞中ＢＲＣＡ２蛋白的表达和定量分析；Ｇ：免疫荧光检测ＥＧＦＰＰＩＦ１和Ｒａｄ５１的定位

续图１１　ＰＩＦ１与Ｒａｄ５１共定位影响卵巢癌细胞增殖和ＤＮＡ损伤

３　讨论

３．１　ＰＩＦ１影响卵巢癌的发展
　　在本研究中，ＰＩＦ１在卵巢癌组织和卵巢癌细胞中
的高表达与患者生存率负相关，且敲除ＰＩＦ１可以抑制
卵巢癌细胞的增殖。此外，敲除ＰＩＦ１促进卵巢癌细胞
凋亡可能是增殖减缓的原因之一。癌细胞不受限制的

增殖依赖于细胞周期调控的失调［２１］，而敲除 ＰＩＦ１会
导致卵巢癌细胞周期阻滞在 Ｇ２期，细胞周期阻滞也
是细胞衰老的特征［２２］，本研究发现敲除 ＰＩＦ１会促进
卵巢癌细胞衰老，这进一步抑制卵巢癌细胞的增殖。

这些结果与之前在宫颈癌［１４］和神经母细胞瘤［１７］中发

现的一致。这表明它可能在促进卵巢癌的发展中发挥

作用，以及可作为潜在卵巢癌预后标志物。此外，

ＭＡＴＥＹＡＫ等［２３］通过建立过表达 ＦＬＡＧｈＰＩＦ的克隆
细胞系，发现人类ＰＩＦ１在细胞核中定位。后来有学者
发现ＰＩＦ１还分布于线粒体中，ＰＩＦ１的 Ｎ端区域决定
ＰＩＦ１蛋白进入细胞核，而其Ｃ端区域则与线粒体的定
位有关［２４］。位于核 ＰＩＦ１具有多种功能，可负调控端
粒和双链断裂处的端粒酶，参与冈崎片段加工，抑制

Ｇ四链体基序处的基因组不稳定性，双链断裂的修复
等［７，２５］。位于线粒体的ＰＩＦ１能够维持线粒体ＤＮＡ的

完整性［９］。在本研究中，免疫组化也检测到卵巢癌组

织细胞质中存在ＰＩＦ１的表达，很可能是定位于细胞质
线粒体中的 ＰＩＦ１，这提示 ＰＩＦ１也可能通过调控线粒
体ＤＮＡ的完整性影响卵巢癌的恶性进程。

３．２　敲除ＰＩＦ１增强卵巢癌细胞化疗敏感性
　　ＧＡＧＯＵ等［１９］在 ＰＩＦ１敲除的 ＨＣＴ１１６细胞中检
测到 γＨ２ＡＸ水平略有增加，但没有观察到 ｐＡＴＭ
（Ｓｅｒ１９８１）或ｐＣｈｋ１（Ｓｅｒ３４５）的显著激活。本研究结
果表明，ＰＩＦ１敲除促进 γＨ２ＡＸ、ｐＣｈｋ１（Ｓｅｒ３１７）和
ｐＣｈｋ２（Ｔｈｒ６８）表达上调。Ｃｈｋ１是共济失调毛细血管扩
张和 Ｒａｄ３相关激酶（ａｔａｘｉａｔｅｌａｎｇｉｅｃｔａｓｉａａｎｄＲａｄ３
ｒｅｌａｔｅｄ，ＡＴＲ）级联反应的关键组成部分，它通过中断在
ＤＮＡ复制过程中形成的单链ＤＮＡ快速激活，以抑制不适
当的启动，促进复制重启，并防止细胞凋亡［２６］。ＡＴＭ／
ＡＴＲ对Ｃｈｋ１在不同位点的磷酸化使Ｃｈｋ１发挥不同的功
能［２７－２８］。Ｃｈｋ１在Ｓｅｒ３１７位点的磷酸化允许细胞在ＤＮＡ
复制停滞后重新进入细胞周期［２８］。此外，ＰＩＦ１敲除引起
卵巢癌细胞周期阻滞在Ｇ２期，以及在由ｐ５３和ＭＤＭ２形
成的自反馈回路中，ＭＤＭ２的减少和ｐ５３的增加同时发
生，ｐ５３的激活同样引发细胞周期停滞和凋亡［２９］。因此，

我们推测由ＰＩＦ１敲除引起的ＤＮＡ复制停滞导致Ｃｈｋ１
在Ｓｅｒ３１７位点处磷酸化。既往研究表明，ＰＩＦ１的下调可
以增强胰腺癌细胞对吉西他滨的敏感性［１６］，同时也可以

使其他肿瘤细胞对化疗药物如羟基脲和阿非迪霉素敏

感［１９－２０］。在本研究中，暴露于少量顺铂时，ＰＩＦ１敲除抑制
卵巢癌细胞增殖。免疫荧光结果也显示，在顺铂处理后，

ＰＩＦ１敲除的卵巢癌细胞中ＤＮＡ损伤显著增加。因此，我
们认为ＰＩＦ１敲除引起卵巢癌细胞ＤＮＡ损伤和复制停滞，
从而增加了卵巢癌细胞对顺铂药物的敏感性。这提示通

过靶向ＰＩＦ１的策略可能为卵巢癌等肿瘤的治疗提供新
方向，特别是对于化疗耐药的肿瘤，ＰＩＦ１可能成为一个潜

０２７２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



在的治疗靶点。

３．３　ＰＩＦ１与Ｒａｄ５１共定位合作调控卵巢癌细胞的增殖
和ＤＮＡ损伤

　　在本研究中，ＰＩＦ１敲除抑制ＡＴＭ在Ｓｅｒ１９８１位点磷
酸化，ＡＴＭ是一种丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶，在ＤＮＡ双链
断裂期间被激活，并增强同源重组修复途径［３０］。同源重

组是修复ＤＮＡ双链断裂和复制叉的一种机制［３１］。Ｒａｄ５１
作为同源重组修复的中心蛋白，对于精确修复ＤＮＡ至关
重要［３１］。ＰＩＦ１容易定位到与复制相关的脆弱位点，通过
断裂诱导复制途径进行同源重组修复［２０］。酿酒酵母Ｐｉｆ１
（ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅＰｉｆ１，ＳｃＰｉｆ１）的特定序列突变
会导致断裂诱导复制缺陷［７］。此外，在真核生物中典型

的断裂诱导复制途径依赖于Ｒａｄ５１［３２］。在本研究中，卵
巢癌细胞ＰＩＦ１缺失引起Ｒａｄ５１蛋白表达下调。因此，我
们推断ＰＩＦ１敲除可能会干扰同源重组修复途径。干扰
卵巢癌细胞的Ｒａｄ５１基因后，ＰＩＦ１蛋白表达减少，细胞
ＤＮＡ损伤增加，增殖减慢。而Ｒａｄ５１过表达部分反转了
ＰＩＦ１缺失引起的ＤＮＡ损伤和增殖表型。此外，染色质免
疫沉淀测序实验表明ＰＩＦ１突变细胞中靠近ＤＮＡ双链断
裂处的Ｒａｄ５１丰度无显著变化［８］。而本研究免疫荧光共

定位分析显示，卵巢癌细胞的内源性 Ｒａｄ５１与 ＥＧＦＰ
ＰＩＦ１蛋白共定位，表明两者在空间上接近，尽管缺乏直接
的物理结合，但这暗示了可能有功能性相互作用。因此，

我们推测ＰＩＦ１和Ｒａｄ５１在卵巢癌中的功能性相互作用
或依赖于同源重组，特别是断裂诱导复制通路，未来研究

将进一步探讨这一机制。

　　综上所述，本研究发现ＰＩＦ１在卵巢癌组织和卵巢癌
细胞中高表达，且ＰＩＦ１的过表达与卵巢癌患者的生存率
负相关，同时ＰＩＦ１敲除抑制卵巢癌细胞的增殖，促进细胞
衰老、凋亡、细胞周期阻滞和ＤＮＡ损伤。免疫荧光和过
表达Ｒａｄ５１实验发现，ＰＩＦ１与Ｒａｄ５１共定位合作，互相影
响从而调控卵巢癌细胞的增殖和ＤＮＡ损伤。这些发现
为寻找治疗卵巢癌的分子靶点提供了理论依据，为揭示

卵巢癌顺铂耐药的分子机制奠定了基础。
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